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研究成果の概要（和文）： 
 バイオレメディエーションでは、種々の微生物が存在する複合系によって汚染物質が分解
されるが、その系内でのそれぞれの微生物の機能および相互作用については未だ未解明な
部分が多い。本研究では、我々が考案した新たな異化的分解菌検出法 SIP-D 法を確立し、
浄化能の向上化と分解微生物ネットワークを解明することを目的とした。その結果、高分
子化合物の分解には真菌と細菌の複合系が有効であり、また、テトラクロロエチレンと油
の分解微生物ネットワークの概要を明らかにすることが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 During bioremediation, pollutants are degraded by consortia, but each microbial 
function and their interactions are still unclear. In this study, we tried to establish a 
novel method, SIP-D that could detect assimilative degraders, and also to improve 
degradability of bioremediation and to clear microbial network. Consequently, mixed 
cultures of fungi and bacteria were effective for degradation of high-molecular-weight 
pollutant, and overview of microbial networks in tetrachloroethylene and oil 
degradation were characterized. 
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１．研究開始当初の背景 
 平成 15 年に土壌汚染対策法が施行されて
以来、有機塩素化合物や重金属による環境汚
染に対して有効且つ安価な浄化対策技術を
確立することが求められている。微生物を用
いて汚染環境を修復するバイオレメディエ
ーション技術はコストパフォーマンスの良
い環境に優しい技術として期待されており、
環境ビジネスとしても実施されている。しか
し、物理化学的浄化手法に比べて浄化に時間
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が掛かるため有効性の向上化が求められて
いる。また、汚染物質の減少のみが重視され、
分解中間代謝産物や最終産物の有害性に関
しては余り関心が払われていない。バイオレ
メディエーションでは、分解を直接的に担う
微生物と間接的に関与する微生物とが相互
に作用しながら存在する複合系によって分
解が行われるが、その解明が不十分なために
科学的には未だ完成途上にある技術であり、
完成度を高める必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PCEや油等のバイオレメディ
エーションを対象として、そのビジネス的課
題「浄化能の更なる有効化」および学術的課
題「分解微生物ネットワークの解明」に取り
組み、バイオレメディエーション技術を科学
的に裏付けされた完成度の高い環境浄化技
術へと発展させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) SIP-D法（Stable Isotope Probing for 
Dissimilation）：SIP-Dは Fig. 1に示したよ
うに 2つの操作、標識操作(labeling step, 
Fig. 1a)と解析操作(analysis step, Fig. 
1b)から構成される。labeling stepでは 13C
標識された炭素源を用いて微生物群の標識
を行うが、それに先立ち、クロロエテン類を
除去した培地中で 1日間のエネルギー飢餓培
養を行う。次いで、解析サンプルを 2つのサ
ブサンプルに分け、それぞれを PCEが存在す
る区（WITH-PCE）、及び存在しない区
（WITHOUT-PCE）と称して、それぞれを 13C-
炭素源を添加して標識する。脱ハロゲン呼吸
細菌は PCE存在時（WITH-PCE）でのみ 13C標
識されることになるが、脱ハロゲン呼吸を行
わないその他細菌は PCEの有無に左右されず
に同等に標識されることになる。標識後、２
つの実験区それぞれから DNAを抽出し、密度
勾配超遠心分離により 13Cの取り込まれた重
い DNA画分を分離する。次いで、analysis 
stepでは、WITH-PCEと WITHOUT-PCEの 2つ
実験区の 13C-DNAを変性剤濃度勾配ゲル電気
泳動(DGGE)に供する。WITH-PCEと
WITHOUT-PCEの DGGEプロファイルを比較し、
WITH-PCEと WITHOUT-PCEの両方に出現する
DNAバンドは対象候補から除外し、WITH-PCE
に特異的に出現している DNAバンドを脱ハロ
ゲン呼吸細菌由来とする。以上が SIP-D法の
原理であり、Fig.1に従って操作する。 
(2) テトラクロロエチレン分解実験と分解
産物の分析：硫化ナトリウムとシステイン塩
酸塩の添加により還元状態を維持した土壌
マイクロコズムを作成した。このマイクロコ
ズムにテトラクロロエチレン（以下 PCE）を
添加し分解を観察した。経時的にサンプルの
一部を採取し、PCE、トリクロロエチレ 
    
  
      Fig.1 SIP-Dの操作概要 
 
ン(TCE)、ジクロロエチレン類(DCEs)、塩化
ビニル(VC)等のクロロエテン類はガスクロ
マトグラフィー質量分析計 GC-MS 2010 (島
津) で、エチレン、メタン、二酸化炭素等は
GC-3900 (日立)ガスクロマトグラフィーにて
測定した。 
(3)ベンゼン分解に係わる各種微生物の検
出：石油実汚染土壌に無機塩培地を加えたマ
イクロコズムを作成し、好気条件下でベンゼ
ンの分解実験を行った。本手法のストラテジ
ーを Fig.2に示した。その概要は以下の通り
である。A図: 培養非依存的手法として、SIP
法では[13C]ベンゼンを用いて同化菌  
Fig.2ベンゼン分解菌ネットワークの解析法 
 
(Assimilating degrader)を検出し、SIP-D法
では[13C]酢酸を用いて異化菌(Candidate 
co-metabolic degrader)および分解に何らか
の関与を示す菌(No benzene degrader)を検
出することを目的とした。更に、RNA SIPを
行うことで、SIP-D法で検出した菌をより詳
細に同化分解菌と共代謝分解菌、Non 
degraderに細分類した。B図: 次に、バイオ
レメディエーションの過程で、ベンゼンを唯
一炭素源とした平板培養法によって菌株を
単離した。これらの菌を培養非依存的手法と
比較した。C図: 最後に、ベンゼン分解過程
における機能遺伝子の挙動を追うため、カテ
コール１、２(C12O)遺伝子とカテコール２、
３(C23O)遺伝子を Real-time PCRによって定
量し、いずれのカテコール開裂を経て代謝さ
れるのかについて調査した。 
(4)抱水クロラール分解能とバイオフィルム
形成の関連性検証実験：抱水クロラール分解
菌からバイオフィルム形成に係わる遺伝子
lapAの 5’末領域断片を抽出し、PCRを用い
て一部領域を増幅した後に pSC200と連結し、
次いで、抱水クロラール分解菌に形質導入し
た。Single cross-over（一点交叉）を経て
染色体上に操作を加えた DNA断片をコードし
た変異株では、ラムノースの添加によって
Lap Aタンパク断片が発現し、親株とほぼ同
等になる。 
 バイオフィルム形成の観察は試験管を用
いて行った。試験管に被試験菌体を接種し、
一定時間の振盪培養後にガラス管壁に付着
したバイオフィルムをクリスタルバイオレ
ットで染色し、次いで、エタノールに溶かし
込んだ後に OD595で測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 解析手法 SIP-Dの高度化 
本研究では、我々が開発した SIP-D法（Stable 
Isotope Probing for Dissimilation）の高
度化に取り組んだ。まず本手法によって検出
される対象菌種について検討した結果、
Dehalococcoides 属細菌等の偏性脱ハロゲ
ン呼吸細菌および Desulfitobacterium 属
細菌等の脱ハロゲン呼吸細菌の存在を検
出する事は可能であるが、Clostridium 属
細菌の様な共代謝による分解菌に対して
は困難である事が明らかにされた。次いで、
用いるべき適切な標識炭素源について検
討した結果、標識炭素源の種類に関わらず
常に検出される脱ハロゲン呼吸細菌が存
在する一方、炭素源固有に検出される株も
存在することが明らかとなり、有効な
SIP-D 法の実施には各種標識炭素源の混合
物を用いることが提案された。さらに、環
境サンプルに SIP-D法を適用した結果、土
着性の潜在的 PCE分解菌として Dehalobacter
属細菌の特定に成功し、SIP-D 法は環境試料
の解析に有効であることが示された。 
 
(2) テトラクロロエチレン分解微生物ネッ
トワークの解明 
①13C-テトラクロロエチレン（PCE）由来分解
産物の同定 
PCE 分解微生物ネットワークを解明するため、
まず PCE完全無機化プロセスの全体像を検討
した。クロロエテン類の既知分解経路では、
エチレン炭素骨格 (C=C) が保持されたまま
で分解が進行するが、塩素化アルコール類や
塩素化有機酸類が分解産物として生じるな
らば、エチレン炭素骨格の C=Cが C-Cに変換
し、その結果、C=C を有する化合物量が減少
すると予想される(Fig. 3)。すなわち、PCE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Fig.3 テトラクロロエチレン分解経路 
 
と TCE、DCEs、VC、エチレン濃度の総和を意
味する総合エチレン炭素骨格 (C=C) 濃度が
減少し、これを測定することにより未知分解
経路の有無を推定することが可能となる。そ
こで本研究では、PCE分解土壌試料を用いて、
PCE 分解に伴う分解産物の総量変化を検討し
た結果、エチレン骨格を有す化合物の総量は
分解進行に伴ってほぼ一定で変動しないこ
とから、エチレン骨格を有さない分解中間産
物を生じる新たな未知分解経路が存在する
可能性は低く、存在しても非常に微弱な活性
を有すものと推定された。 
②クロロエテン類を直接的、間接的に分解す
る微生物の解明 
上記の PCE分解経路に関する結果より、当初
想定していた分岐鎖的な分解経路の存在確
立は極めて低く、Fig.3 に示された既知分解
経路で PCE分解が進行しているものと考えら
れた。従って、PCE 分解に係わる微生物ネッ
トワークは比較的少数メンバーで構成され
た単純なものであると推定されたため、分解
系を構成する微生物叢の解析を行った。用い
た土壌において PCE分解に関与していた微生
物 は Dehalococcoides sp. 株 と
Dehalobacter sp. 株、TCE分解に関与してい
た 微 生 物 は Dehalococcoides sp. 株 と
Dehalobacter sp. 株、cis-1,2-DCEの分解に
関与していた微生物は Dehalobacter sp. 株
と Clostridium 属細菌 、VC の分解に関与し
ていた微生物は Clostridium属細菌であるこ
とが示唆され、また、間接的に PCE分解に関
与する微生物は Sedimentibacter sp. 株と
Clostridium属細菌であることが示され、PCE
分解に係わる微生物ネットワークは予想通
りに比較的少数メンバーで構成されている
ことが明らかとなった。これら微生物の諸性
質を今後解明することにより、より効果的な
浄化が可能になると考えられる。 
 
(3) 油分解微生物ネットワークの解明 
PCE 等の揮発性有機塩素化合物と並んでバイ
オレメディエーションの主たる対象となっ
ている油の分解に関し、直接的な油分解菌お
よびそれによって生じる分解産物を利用す
る間接的な分解菌を検出・解析し、油分解に
関する微生物ネットワークについて検討し
た。本研究には油の一構成成分であるベンゼ
ンによる実汚染土壌を用い、Fig.2 に示した
通り、SIP と SIP-D の培養非依存的手法と、
スクリーニング法による単菌取得の培養依
存的手法を組み合わせた総合的解析手法を
用い、ベンゼン分解初期段階と中期段階とで
分解に関与する菌を評価した。第一段階では、
直接分解には関与しない Xenophilus 属細菌
と酢酸同化型 Pseudomonas属細菌が同定され
た。第二段階では、ベンゼン同化分解菌
Pseudomonas 属細菌、Rhodococcus 属細菌、
Frankia 属細菌と Simplicispira 属細菌、そ
して、新たに同定された異化分解型
Pseudomonas 属細菌と直接分解に関与しない
Pseudomonas属細菌と Hydrogenophaga属細菌
が主に同定された。以上より、ベンゼン同化
分解菌のみならず、異化分解菌、そして直接
的には分解に関与しないがベンゼン分解に
何らかの影響を与える菌を共に特定するこ
とができ、分解過程に伴って変動するベンゼ
ン分解に関する微生物ネットワークを描く
ことができた。 
 
(4) 浄化能の向上化と分解微生物の生態解
明、および将来展望 
上記の通り、PCE 及び油分解に関する微生物
ネットワークの構成微生物を明らかにする
ことが出来たため、次いで、分解に係わる微
生物間の相互作用について検討した。バイオ
レメディエーションにおいて、汚染物質分解
の主役は“細菌”であることが通説となって
いる。しかし、実汚染浄化現場の土壌中には、
細菌、真菌、藻類、原生動物など様々な生物
が存在して微生物群集構造を形成している。
本研究では、高分子有機化合物の分解におけ
る細菌と真菌の関係に着目し、難分解性化合
物 で あ る 多 環 芳 香 族 化 合 物 (PAHs ：
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons)を対象
として、細菌と真菌の分解における相互関係
について検討した。PAHsとしてピレンを選択
し、林地土壌から単離した分解細菌４株の混
合系と分解真菌７株の混合系、およびそれら
1１株を混合した計３種類の混合培養系を作
成してそれぞれのピレン分解能と菌叢を観
察した。その結果、細菌混合系、真菌混合系
ではそれぞれ 56%、39%のピレン分解に対し、
真菌・細菌混合系では 67%と分解能の促進効
果が認められ、また、真菌と細菌を１：１に
組み合わせた混合系では真菌による代謝産
物 1-hydroxypyreneと 1-methoxypyreneが細
菌によりさらに分解されることが確認され
た。また、走査型電子顕微鏡(SEM)観察によ
り、分解過程において細菌が真菌の菌糸体に
多数付着している事が明らかにされた。以上
より、真菌の分解によって生じる様々な代謝
産物が細菌によってさらに分解され、かさ高
く分子量の大きな難分解性化合物はまず真
菌によって修飾され、次いで細菌によってさ
らに低分子化されることが示唆された。また、
その過程には真菌と細菌が接触し、何らかの
相互作用が存在することが示唆された。バイ
オレメディエーションの有効性を高めるた
めにはこのような微生物間相互作用にも着
目し、活用することが可能であることが示さ
れた。一方、バイオレメディエーションの主
役である環境微生物の生態を理解すること
は、本技術が科学に裏付けられたものとする
上でも必須である。本研究では、有機塩素化
合物の一種であるクロラールの分解菌につ
いてその生態学的側面を検討した。クロラー
ルは水と容易に反応して抱水クロラールと
して存在するが、農薬・医薬品の合成用中間
体として使用され、またリン肥料からの溶出
等により中国では土壌・地下水の汚染物質と
なっている。我々が単離した抱水クロラール
分解菌 Pseudomonas putida LF54 (LF54 株) 
は抱水クロラールを唯一生育炭素源として
利用できるため、バイオレメディエーション
での活用が期待されている。本研究ではクロ
ラール分解能の向上化を目指して、LF54株の
脱クロル反応について検討した。トランスポ
ゾンを用いた変異株作成により脱クロル酵
素遺伝子の単離を行う過程で、抱水クロラー
ル分解パターンに異常が認められた７変異
株が単離され、それらの挿入領域を解析した
結果、バイオフィルム形成に係わる lapA に
変異をきたした株であることが判明した
(Fig.4)。 
     
     
Fig.4 lapAと変異部位 
 
抱水クロラール分解とバイオフィルム形成
との関連性が示唆されたため、これを検証す 
るためコンディショナル  ミュータント
(conditional mutant)を作成して精査したと
ころ、Fig.5に示された通り、lapAに変異が
入ったことによってバイオフィルム形成能
を欠損した変異株が、ラムノース添加によっ
て形成能を回復して分解能も取り戻し、明ら
かに両者に関連性のあることが立証された。
このような関連性は全くの新しい知見であ 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                       
 
 
 
 
Fig.5 各種 lapA変異株によるバイオフィル 
   ム形成 
 
り、環境微生物のバイオフィルム形成と化合
物分解性との関連性に、今後、着目して行く
必要があるだろう。環境微生物を用いるバイ
オレメディエーションの今後の在り方に大
きな影響を与える発見であると考える。 
 真菌と細菌の相互作用と並んでバイオフ
ィルム形成による細胞間情報伝達など、様々
な微生物間で相互作用を持ちながら化合物
分解が進行することは自然環境中では恐ら
く普遍的な現象であり、今後はメタゲノミク
スやメタボロミクス等の先端技術を駆使し
て環境微生物の生態解明がさらに進み、その
成果を活用したバイオレメディエーション
が実施されることを期待する。 
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